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(54) TlUe: BLOOD SUBSTITUTE SUPPRESSION BY PEROXIDES 

(54) Bezeichnung: BLUTERSATZMITTEL-ENTSTORUNG DURCH PEROXIDE 



(57) Abstract 



The invention relates to a process for removal and/or reduction of disorders which are caused by the presence of ftec haemoglobin 
while detennlning an analyte in a sample by optical nneasurement One or a plurality d peroxide compounds are added to the analytical 
reagent or a part thereof before measurment The invention also relates to a reagent kit which contains at least one peroxide compound. 

(57) Zusaaunenfassang 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Beseitigung oder/und Verminderung von Stfiningen. die durch Anwesenheit von freiem 
Hfimoglobin hervorgemfen werden, bei der Bestimmung eines Analyten in einer Probe durch t^tische Messung, wobei man dem 
Analysenreagenz oder einem Teil davon vor der Messung eine oder mehrere peroxidische Veibindungen zusetzt Weiteihin wird ein 
Reagenzienkit ofToibart. der mindestens eine peroxidische Veibindung enthalt 
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Blutersatzmittel -Exits torxing durch Peroxide 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung eines 
Analyten in einer freies Hamoglobin enthaltenden Probe durch 
optische Messung unter Zusatz eines Auf hellmittels zutn Analy- 
senreagenz. Insbesondere ist dieses Verfahren zur Bestimmung 
von Bestandteilen einer medizinischen Probe wie etwa der Para- 
meter Qf-Amylase, Alkalische Phosphatase und y-Glutamyl -Trans- 
ferase in einer Blut-, Serum- Oder Plasmaprobe geeignet. 

Gerade bei der Bestimmung klinisch-diagnostisch relevanter 
Bestandteile in Blut-, Serum- bzw, Plasmaproben kommt es hau- 
fig vor, da6 diese Probenmaterialien freies Hamoglobin enthal- 
ten, d.h. hamolytisch sind. Dabei kann die Hamolyse entweder 
die Folge von aus Erythrozyten f reigesetztem nativem Hamoglo- 
bin Oder der therapeutischen Anwendung von Blutersatzmitteln 
auf Basis nichtzellularer Hamoglobinderivate sein. 

Speziell bei Verwendung von photometrischer Bestimmungsmetho- 
den ist in vielen Fallen die Analyse solcher Hamoglobin ent- 
haltender Proben im wesent lichen aufgrund der spektralen Ei- 
genschaften von Hamoglobin bzw. Hamoglobinderivaten gestort 
Oder ganzlich unmoglich. Dies gilt insbesondere darin, wenn die 
photometrische Messung mit einer Wellenlange durchgefuhrt 
wird, bei der eine starke Absorption von Hamoglobin stattfin- 
det, beispielsweise bei Wellenlangen zwischen ca. 400 - 420 nm 
und wenn gleichzeitig ein hoher Hamoglobingehalt in der Probe, 
d,h. ublicherweise > 500 mg/dl vorliegt. 

Die Frage nach der Beseitigung solcher durch Hamolyse verur- 
sachten Analysenstorungen stellt sich mit der Verfugbarkeit 
von Blutersatzmitteln auf Basis von Hamoglobinderivaten in 
weitaus starkerem Mafie als bisher. Nach ihrer therapeutischen 
Verabreichung konnen im Blut -Serum oder -Plasma Hamoglobin- 
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Spiegel von bis zu ca. 2000 mg/dl auftreten, wobei erschwerend 
hinzukonimt, daiS sich in diesem Fall das Vorhandensein von 
freiem Hamoglobin in der Probe auch nicht durch geeignete 
Vorsichtsmafinahmen bei der Serum- bzw. Plasma-Gewinnung aus 
der Blutprobe vermeiden ISSt. 

Es besteht daher ein Bedarf an einem Verfahren, welches es 
ermoglicht, auch in stark hSmolytischen, beispielsweise Blut- 
ersatzraittel bis zu Konzentrationen von raindestens 2000 mg/dl 
enthaltenden Serum- bzw. Plasmaproben storungsfrei photome- 
trische Bestimmungen diagnostisch wichtiger Analyten 
durchfuhren zu konnen. 

Gelost wurde die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe durch 
ein Verfahren zur Beseitigung oder/und Verminderung von Sto- 
rungen, die durch Anwesenheit von freiem Hamoglobin hervor- 
gerufen werden, bei der Bestimmung eines Analyten in einer 
Probe durch optische Messung, wobei man dem fur die Bestimmung, 
des Analyten verwendeten Reagenz oder einem Teil davon eine 
Oder mehrere peroxidische Verbindungen zusetzt. 

Durch, den erf indungsgemaSen Zusatz von peroxidischen Verbin- 
dungen zum Analysereagenz oder einem oder mehreren Teilreagen- 
zien konnen einerseits spektrale Storungen durch das in der 
Probe vorhandene Hamoglobin beseitigt werden. Andererseits 
konnen auch Stdruhgen beseitigt werden, die diirch Wechselwir- ' 
kungen von Hamoglobin mit in der Probe vorhandenen weiteren 
Substanzen auftreten. 

Das Reagenz, welches der Probe zugesetzt wird, kann in fliissi- 
ger oder fester Form vorliegen. Fur Analytbestimmungen, die in 
flussiger Phase durchgefuhrt werden, wird man vorzugsweise der 
Probe auch ein flussiges Reagenz zusetzen. Bei Trockentests 
kann das Reagenz aber auch in fester Form, z.B. in Form von 
impragnierten Fasern oder Vliesen vorliegen. 



Als peroxidische Substanzen kommen sowohl anorganische als 
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auch organische Peroxide in Frage. Bevorzugt sind anorganische 
peroxidische Verbindungen wie etwa HjOj, Peroxide, Perborate, 
Persulfate, Peroxodisulf ate, Percarbonate etc. Besonders be- 
vorzugt werden die peroxidischen Verbindungen ausgewahlt aus 
der Gruppe bestehend aus H2O2 und Perboraten wie etwa NaBOj x 
H2O2 x 3H2O bzw. Na2B407 x H2O2 x SHjO. 

Die Endkonzentration der peroxidischen Verbindungen im Test- 
ansatz kann uber einen breiten Bereich variiert werden. Sie 
betragt vorzugsweise 1 - 500 mmol/1 und besonders bevorzugt 5 
- 200 mmol/1 bezogen auf den Gehalt an Oj^' im Testansatz. 

Durch den Zusatz peroxidischer Verbindungen kommt es nach dem 
Vermischen der Probe mit dem Analysenreagenz zu einer raschen 
Ausbleichung der vom Hamoglobin bzw. Hamoglobinderivat hervor- 
gerufenen Farbung, ohne dafi gleichzeitig eine sich im selben 
Reaktionsansatz anschlieSende Bestimmung des Analyten wie z.B. 
eines Enzyms mittels chromogener Substrate signifikant beein- 
trachtigt wird. Dieser Befund ist sehr uberraschend, da kei- 
nesfalls vorhergesehen werden konnte, dafi peroxidische Ver- 
bindungen auch in hoheren Konzentrationen sowie innerhalb des 
fur photometrische Serum- bzw. Plasmaanalysen liblicherweise 
verwendeten Temperaturbereichs , d.h, im allgemeinen von 25 - 
37*^0, auch liber eine langere Einwirkungszeit , d.h. vorzugs- 
weise liber mindestens 1 min und besonders bevorzugt uber min- 
destens 2 - 10 min hinweg keine Beeinf lussung yph enzymati- 
schen Aktivitaten und/oder eine Storung der jeweiligen Indika- 
torreaktion verursachen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren eignet sich insbesondere fur 
optische Messungen, die bei mindestens einer Mefiwellenlange 
durchgefuhrt werden, bei der natives Hamoglobin bzw. synthe- 
tische Hamoglobinderivate eine Absorption aufweisen. Besonders 
bevorzugt wird das Verfahren bei optischen Messungen in den 
MeSwellenlangenbereichen von etwa 380-450 nm und insbesondere 
von 400 - 420 nm oder/und 520-590 nm durchgefuhrt, wo Hamoglo- 
bin seine Haupt- bzw. Nebenabsorptionen aufweist. 
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Das erfindungsgemaSe Verfahren eignet sich zur Bestimmung 
beliebiger Proben, in denen freies Hamoglobin vorliegt . Bei- 
spiele fur solche Proben sind nativ hamolytische Blut-, Serum- 
oder Plastnaproben oder Proben, die ein Blutersatzmittel auf 
Basis von Hamoglobinderivaten enthalten. Beispiele fur Blut- 
ersatzmittel, die im Sinne der vorliegenden Erfindung unter 
dem Begriff "freies Hamoglobin" fallen, sind modifizierte oder 
intramolekular oder intermolekular vernetzte bzw. polymeri- 
sierte Derivate von Hamoglobinen, insbesondere von HumanhSmo- 
globin Oder Rinder hamoglobin, z.B. DCL- Hamoglobin {Diaspirin- 
Crosslinked-Hamoglobin) , sowie rekombinant z.B. aus Mikroorga- 
nismen gewonnene Hamoglobin-Muteine (vgl. z.B. "Blood Substi- 
tutes", R.M.Winslow, K.D.Vandegriff, M. Intaglietta (Hrsg. ) , 
Birkhauser, Boston 1995 und EP-A-0700 997) . 

In einer bestimmten Ausf uhrungsform des erf indungsgemSBen 
Verfahrens handelt as sich bei dem zu bestimmenden Analyten urn 
ein Enzym. Bevorzugte Enzyme sind ausgewahlt aus der Gruppe 
der Hydrolasen wie z.B. a-Amylase, Alkalische Phosphatase und 
7-Glutamyl -Transferase (7-GT) . Daruberhinaus ist das erfin- 
dungsgemaSe Verfahren auch zur Bestimmung anderer Analyten 
geeignet . 

Als Probe beim erf indungsgemSEen Verfahren wird vorzugsweise 
eine medizinische Probe, z.B. eine Blut-. Serum- oder Plasma- 
probe eingesetzt, insbesondere eine humarie Serum- bder Plasma- 
probe . 

Ein besonderer Vorteil des erf indungsgemagen Verfahrens be- 
steht darin. dafi es in einem Analyseautomaten durchgefuhrt 
werden kann, z.B. an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 704- 
oder 717-AnalysegerSt . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsform wird die Bestimmung des 
Analyten im erf indungsgemaSen Verfahren als Mehr-Schritt-Test , 
z.B. als Zwei-Schritt-Test durchgefuhrt, wobei der Probe nach- 
einander mindestens zwei Teilreagenzien zu unterschiedlichen 
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Zeitpunkten zugesetzt werden. Bei einer solchen Mehr-Schritt- 
Testfuhrung werden die peroxidischen Verbindungen vorzugsweise 
dem Teilreagenz zugefugt, das als erstes der Probe zugesetzt 
wird. Die eigentliche Analytbestimmung erfolgt dann vorzugs- 
weise fruhestens nach Zugabe des zweiten Teilreagenzes , das 
z,B. im Falle einer Enzymbestimmung ein chromogenes Farbsub- 
strat enthalten kann, 

Wenn bei einer Mehr-Schritt-Testf uhrung die peroxidischen 
Verbindungen zusammen mit einem ersten Teilreagenz zugesetzt 
werden, konnen das zweite oder mindestens eines der weiteren 
Teilreagenzien dann gegebenenf alls noch ein Mittel enthalten, 
mit dem die aus dem ersten Teilreagenz stammenden iiberschussi- 
gen peroxidischen Verbindungen wieder entfernt werden, urn die 
etwaigen Storungen von anderen, im gleichen Reaktionsgef aS 
anschliefiend durchgefuhrten Analysen aufgrund von sogenannten 
Verschleppungsef f ekten zu vermeiden. 

Werden als Peroxide HjOj oder/und Perborate eingesetzt, so 
umfaSt das Mittel zur Entfernung der peroxidischen Verbindun- 
gen vorzugsweise ein Peroxid-umsetzendes Enzym wie etwa Kata- 
lase oder/und Peroxidase gegebenenf alls zusammen mit einem 
Oder mehreren geeigneten Substraten des Peroxid-umsetzenden 
Enzyms . 

Weiterhin kann dem Analysenreagenz oder einem Teilreagenz 
davon zur Vermeidung der Bildung von Superoxidradikalen O2" 
noch Superoxiddismutase zugesetzt werden. 

Durch das erf indungsgeraafie Verfahren kann ohne weitere MaiSnah- 
men eine Wiederf indung des nachzuweisenden Analyten auch in 
hamolytischen Proben von 100 ± 10% und vorzugsweise 100 ± 5% 
erreicht werden, wenn zum ersten MeSzeitpunkt die Ausbleichung 
von Hamoglobin oder Hamoglobinderivat durch die peroxidischen 
Verbindungen im wesentlichen vollstandig abgeschlossen oder 
zum Stillstand gekommen ist. 1st dagegen die Ausbleichreaktion 
zu Beginn der Messung noch nicht zum Stillstand gekommen, was 
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gegebenenfalls bei einer sehr hohen Hamoglobin-Konzentration 
in der Probe und/oder einem verbal tnismaBig hohen Probe- zu 
Reagenz-Volumenverhaltnis der Fall sein kann. so kann zum 
Erreichen der gewunschten Analysengenauigkeit bevorzugt noch 
eine Leewertkorrektur durchgefuhrt werden. Diese Leerwertkor- 
rektur kann beispielsweise dadurch erfolgen, daS man von dem 
MeSsignal, welches mit dem peroxid- und chromogenhaltigen 
Reagenz erhalten wird. das Leerwertsignal abzieht, welches im 
gleichen MeSzeitraum in einem parallelen Testansatz mit dem 
ebenfalls peroxidhaltigen, jedoch chromogenf reien Reagenz 
erhalten wird. Besonders bevorzugt erfolgt die Leerwertkorrek- 
tur durch Abziehen eines kinetischen Leerwerts. 

Bei einem Zwei-Schritt-Test erfolgt die Bestimmung des Leer- 
werts vorzugsweise derart, daS ein peroxidhaltiges erstes 
Teilreagenz (Rl) , vorzugsweise ein Reagenz mit gleicher Per- 
oxidkonzentration wie im Testansatz, und nachfolgend ein qhro- 
mogenfreies zweites Teilreagenz (R2) zur Probe gegeben wird 
und aus diesem Testansatz dann der vom MeSsignal abzuziehende 
Leerwert ermittelt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Reagenzienkit zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe 
durch optische Messung, der neben den zur Analytbestimmung 
erforderlichen Komponenten mindestens eine peroxidische Ver- 
bindung zur Beseitigung oder/uhd Vefminderung von Storungen, 
die durch freies Hamoglobin hervorgeruf en werden, enthSlt. 
Vorzugsweise besteht der Reagenzienkit aus mindestens zwei 
rlumlich voneinander getrennten Teilreagenzien. Ein Teilrea- 
genz enthalt vorzugsweise die peroxidische Verbindung getrennt 
von alien anderen Komponenten. In diesem Teilreagenz kann die 
peroxidische Verbindung in fester oder fliissiger Form, z.B. 
als Pulver oder Tablette oder auch als stabilisierte Losung 
vorliegen. Das die peroxidische Verbindung enthaltende Teil- 
reagenz wird vor der Durchfuhrung des Tests vorzugsweise mit 
einem weiteren Teilreagenz vermischt. 
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Ein erf indungsgemaSer Reagenzienkit zur Bestimmung von Enzymen 
enthalt vorzugsweise ein erstes die peroxidische Verbindung 
enthaltendes Teilreagenz, ein weiteres mit der peroxidischen 
Verbindung mischbares Teilreagenz und ein separates Reagenz, 
welches ein chromogenes Farbsubstrat enthalt. 

Ein erf indungsgemaSer Reagenzienkit zur Bestimmung von a- Amy- 
lase umfafit vorzugsweise ein erstes Teilreagenz, welches die 
peroxidische Verbindung enthalt, ein weiteres mit der peroxi- 
dischen Verbindung kompatibles Teilreagenz, welches gegebenen- 
falls ein a-Amylase-Hilf senzym wie etwa a-Glucosidase oder/und 
einen Antikorper enthalt, sowie ein weiteres Teilreagenz, das 
ein chromogenes a-Amylasesubstrat , beispielsweise ein oligome- 
res Glucosid enthalt. 

Ein erf indungsgemaSer Reagenzienkit zur Bestimmung von alkali - 
scher Phosphatase umfafit vorzugsweise ein erstes, die peroxi- 
dische Verbindung enthaltendes Teilreagenz. Ein weiteres Teil- 
reagenz, welches mit dem ersten Teilreagenz kompatibel ist, 
enthalt vorzugsweise einen geeigneten alkalischen Puffer, und 
ein weiteres Teilreagenz, enthalt ein chromogenes Substrat der 
Alkalischen Phosphatase, z.B. einen Phosphatester wie etwa 4- 
Nitrophenylphosphat . 

Ein erf indungsgemaSer Reagenzienkit zur Bestimmung von y-Glu- 
tamyl transferase umfalSt vorzugsweise ein erstes, die peroxi- 
dische Verbindung enthaltendes Teilreagenz, ein zweites Teil- 
reagenz, welches einen geeigneten Puffer enthalt, und ein 
weiteres Teilreagenz, das ein chromogenes Substrat der 7-GT, 
z.B. L-y -Glutamyl -3 -carboxy-4 -nitroanilid enthalt . 

Weiterhin soil die vorliegende Erf indung durch die beigefugten 
Abbildungen sowie die nachfolgenden Beispiele erlautert wer- 
den. 

Es zeigen: 
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Abb. 1 den zeitlichen Verlauf des Mefisignals bei einer Be- 
stimmung von Alkalischer Phosphatase in Proben mit 
unterschiedlichen Gehalten an Hamoglobinderivat ohne 
Zusatz einer peroxidischen Verbindung; 
5 Abb. 2 den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer Be- 
stimmung von Alkalischer Phosphatase in Proben tnit 
unterschiedlichen Gehalten an Hamoglobinderivat un- 
ter Zusatz einer peroxidischen Verbindung (1-4) bzw. 
den zeitlichen Verlauf des MeSsignals fur eine Leer- 

10 wertkorrektur (l'-4'); 

Abb. 3 den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer a- 
Amylasebestimmung in Proben mit unterschiedlichen 
Gehalten an Hamoglobinderivat ohne Zusatz einer per- 
oxidischen Verbindung; 

15 Abb. 4 die zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer a- 
Amylase Bestimmung in Proben mit unterschiedlichen 
Gehalten an Hamoglobinderivat unter Zusatz einer 
peroxidischen Verbindung (1-4) bzw. den zeitlichen 
Verlauf des Signals fOr eine Leerwertkorrektur (l' - 

20 4 ' ) ; 

Abb. 5 den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer Be- 
stimmung von 7-GT in Proben mit unterschiedlichen 
Gehalten an Hamoglobinderivat ohne Zusatz einer per- 
oxidischen Verbindung; 

25 Abb. 6 den zeitlichen Verlauf des MeSsignals bei einer 7-GT 
Bestimmung in Proben mit unterschiedlichen Gehalten 
an HB-Derivat unter Zusatz einer peroxidischen Ver- 
bindung (1 - 7 ) und 
Abb. 7 den zeitlichen Verlauf des Signals fiir eine parallel 

30 zu den Versuchen in Abb. 6 durchgefuhrten Leerwert- 

korrektur (1' -7' ) . 
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BEISPIELE 

Beispiel 1 : 

Bestimmung der Alkalischen Phosphatase (AP) in Hamoglobin- 
derivat "haltigem Serum 

1.1. Probenmaterial : 

Je 0,4 0 ml eines Humanserumpools werden mit 0,01 - 0,10 ml 
Hamoglobin-Derivat (di -aspirin crosslinked hemoglobin, 
'DClHb', 10 g/dl; Fa. Baxter) in Stufen von 0,01 ml aufge- 
stockt und zum Volumenausgleich mit 0,9 % NaCl-Losung auf 
jeweils 0,50 ml aufgefullt (DClHb-Konzentration 200 - 2.000 
mg/dl) . 

Als Kontrolle wird eine Mischung von 0,40 ml des selben Serum- 
pools mit 0,10 ml 0,9 %iger waSriger NaCl-Losung mitgefuhrt. 

i 

1.2. Reagenzien: 

1.2.1. Alkalische Phosphatase-Grundreagenz {entsprechend Emp- 
fehlung der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie) : 

AP DGKCh (Sys 2-Packung, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 1 
6 62 902) ; Zusammenset zung : 

Rl: D(-) -N-Methylglucamin- HCl (pH 10,1) 610 mmol/1 

Mg-Acetat 0,61 mmol/1 

NaCl 85,4 mmol/1 

R2 : 4-Nitrophenylphosphat 122 mmol/1 

1.2.2. Alkalische Phosphatase-Reagenz mit Peroxid-Zusatz : 



Wie 1.2.1., nur daS zu Rl noch HjOj zu einer Konzentration von 
147 mmol/1 zugesetzt wird (0,5 ml Perhydrol 30 %ig pro 30 ml 
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Rl) ( H.Oj-Endkonzentration im Test = 
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120 mmol/1) . 



1.3. Durchfiihrung der Bestimmxing: 

Die Bestimmung der Alkalischen Phosphatase wurde am Boehringer 
Mannheim/Hitachi 717-Analysenautomat bei 37 mit Gerateein- 
stellungen gemaS der Arbeitsvorschrif t der Packungsbeilage 
durchgefiihrt (5 /il Probe, 250 ^1 Rl, 50 /il R2; Wellenlangen 
700/405 nm; Mefiintervall 30. - 38. MeSpunkt) . 

1.4. Ergebnisse: 



1.4.1. Reaktionskinetik (zeitlicher Extinktionsverlauf ) ; 

Abb. 1 zeigc den zeitlichen Extinktionsverlauf im Alkalische 
Phosphatase-Test bei Verwendung des Grundreagenzes (1.2.1) und 
folgender Proben: 



Kuive 1 
Kurve 2 
Kurve 3 
Kurve 4 



0,9 % NaCl (= Reagenzleerwert) 
Serum ohne DClHb 
Serum mit 1.000 mg/dl DClHb 
Serum mit 2.000 mg/dl DClHb 



Zumindest mit dem Serum mit einem DCLHb-Gehalt von 2.000 mg/dl 
wird mit ca. 2.3 eine Ausgangsextinktion erreicht, die an der 
photmetrischen Erf assungsgrenze liegt und keine zuverlassige 
Bestimmung der Enzymaktivitat mehr erlaubt . 

Dagegen fuhrt, wie aus Abb. 2 ersichtlich (Zuordnung der Ex- 
tinktionsverlauf e zu den verschiedenen Proben wie bei Abb, 1) , 
die Anwesenheit von Peroxid in Rl des Alkalische Phosphatase - 
Reagenzes zu einer raschen Absenkung der vom Hamoglobin-Deri - 
vat verursachten Ausgangsextinktion, so daS zu Beginn des Mefi- 
intervalls (MeSpunkt 30) auch bei dem auf 2.000 mg/dl mit 
DClHb aufgestockten Serum eine Anf angsextinktion von weniger 
als 0,2 erreicht wird. Eine der Farbbildung aus dem chromoge- 
nen Substrac im MeSintervall evtl. noch unterlagerte weitere 
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Hamoglobin-Ausbleichung laSt sich durch Mitfuhren eines sepa- 
raten Reakt ionsansatzes mit chromogenf reiem R2 (- Rl aus dem 
Grundreagenz) ermitteln und bei der Berechnung der AP-Aktivi- 
tat in Korrektiir bringen (Kurven 1' - 4' der Abb. 2). 

1.4.2. Alkalische Phosphatase-Wiederf indung : 

In nachf olgender Tabelle sind die Daten zur Wiederf indung der 
Alkalischen Phosphatase in dem mit unterschiedlichen DClHb- 
Mengen auf gestockten Serum-Pool bei Verwendung (a) des her- 
kommlichen AP-Reagenzes und (b) des mit HjOj in Rl versetzten 
AP-Reagenzes aufgelistet : 







Wiederf indung Alkalische Phosphatase* 






Reagenz ohne 


Reagenz mit H202-Zusatz 






HjOj-Zusatz 










Proben- 


DClHb-Kon- 






ohne Leerwert- 


mit Leerwertkor- 


Nr. ^ 


zentration 






korrektur 


rektur 






(mg/dl) 


















u/i 


% 


U/1 


% 


U/1 


% 


1 


0 


275 


(100) 


272 


99 


272 


99 


2 


200 


254 


92 


272 


99 


273 


99 


2 


400 


239 


87 


268 


98 


270 


98 


4 


600 


232 


84 


265 


96 


269 


98 


5 


800 


216 


78 


262 


95 


267 


97 


6 


1.000 


20O 


73 


262 


95 


268 


98 


7 


1.200 


188 


68 


259 


94 


267 


97 


8 


1.400 


176 


64 


262 


95 


272 


99 


9 


1.600 


162 


59 


258 


94 


268 


98 


10 


1.800 


146 


53 


257 


94 


271 


99 


11 

1 


2.000 


139 


SO 


249 


91 


262 


95 



*) Kalibration der Tests jeweils mit Calibrator for Automa- 
ted Systems, Boehringer Mann heim GmbH, Best. -Nr. 759 350 



Aus der Tabelle ist zu ersehen, dafi die Wiederf indung der 
Alkalischen Phosphatase mit dem herkommlichen Analysenreagenz 
mit steigender Probenkonzentration an Hamoglobin-Derivat erhe- 
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blich abnimmt, wahrend sie rait dem erf indungsgemafien Peroxid- 
Zusatz auch bei 2.000 mg DClHb/dl noch bei uber 90 % (Berech- 
nung ohne Leerwertkorrektur) bzw. a 95 % (Berechnung mit Leer- 
wertkorrektur) liegt . 

Identische Ergebnisse werden auch erhalten, wenn der Serumpool 
anstelle von DClHb mit dem Hamoglobin-Derivat der Fa. Somato- 
gen (rekombinantes Human-Hamoglobin aus E. coli mit intramole- 
kularer di -a- Fusion) aufgestockt wird. 

Das Resultat andert sich auch nicht, wenn Rl anstelle von HjOj 
als Peroxid Natrium- Perborat (NaBOj H^O^ 3 H^O) zugesetzt wird; 
z.B. wurden bei Perborat -Konzentrationen von 14,4 bzw. 2 8,8 
mmol/1 Rl (Endkonzentration im Test = 11,8 bzw. 23,6 mmol/1) 
folgende AP-Wiederf indungen gemessen: 



Probe 


DCLHb-Gehalt 


Wiederf indung Alkalische Phosphatase (%) 




(mg/dl) 












Rl ohne 
Perborat 


Rl mit 
Perborat, 
14,4 mmol/1 


Rl mit 
Perborat , 
28, 8 mmol/1 


1 


0 


(100) 


103* 


103* 


2 


2.000 


67 


101* 


102* 



*)korrigiert liber Abzug des kinetischen Leerwerts (Test- 
ansatz mit chromogenf reiem R2) 



Schliefilich werden auch keine davon abweichenden Ergebnisse 
erhalten, wenn R2 zum Peroxidabbau z.B. noch Katalase zuge- 
setzt wird. 

Beispiel 2: 



Bestimmung der of-Amylase in Hamoglobinderivat -haltigem Serum 
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2.1. Probenmaterial : 



Art und Herstellung s. Beispiel 1, Punkt 1.1. 



2.2* Reagenzien: 



2.2,1. Amylase -Grundreagenz : 



a-Amylase EPS liquid (Sys 2-Packung, Boehringer Mannheim GmbH, 
Kat.-Nr. 1555 693); Zusammensetzung : 



Rl : of-Glucosidase 

HEPES-Puffer (pH 7,15) 

NaCl 

MgCl2 



a 4 U/ml 

52.5 mmol/1 
87, 0 mmol/1 

12.6 mmol/1 



R2: 4 , 6-Ethyliden-G7 PNP 

HEPES-Puffer (pH 7,15) 



22,0 mmol/1 
52,5 mmol/1 



2.2.2. Amylase-Reagenz mit Peroxid-Zusatz 



Wie 2.2.1, nur daS Rl noch HjOj auf eine Konzentration von 14 7 
mmol/1 zugesetzt wird {0,5 ml Perhydrol 30 %ig pro 30 ml Rl) { 
H2O2 -Endkonzentration im Test = 118 mmol/1) . 



2.3. Durchfuhrung der Bestimmung: 

Die Amylase -Bestimmung wurde am Boehringer Mannheim/Hitachi 
717-Analysenautomat bei 37**C mit Gerateeinstellungen gemaS der 
Arbeitsvorschrif t der Packungsbeilage durchgefiihrt (10 fil 
Probe, 250 ^1 Rl, 50 fil R2 ; Wellenlangen 700/405 nm; MeSinter- 
vall 40. -50. MeSpunkt) . 



2.4. Ergebnisse: 



2.4.1. Reaktionskinetik (zeitlicher Extinktionsverlauf ) 
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Abb. 3 zeigt den zeitlichen Extinktionsverlauf im Amylase-Test 
bei Verwendung des Grundreagenzes (2.2.1) und folgenden Pro- 
ben : 



Kurve 1 
Kurve 2 
Kurve 3 
Kurve 4 



0,9 % NaCl (= Reagenzleerwert) 
Serum ohne DClHb 
Serum mit 1.000 mg/dl DClHb 
Serum mit 2.000 mg/dl DClHb 



Aus Abb. 3 ist zu ersehen, daS schon bei einer DClHb-Konzen- 
tration von 1.000 mg/dl im herkommlichen Amylase-Test eine 
Grundextinktion von mehr als 2 erreicht wird, wahrend bei der 
mit DClHb zu 2.000 mg/dl aufgestockten Probe der Mefibereich 
des Photometers iiberschritten wird und somit eine Bestimmung 
der Amylase vollig unmoglich ist. 

Dagegen fiihrt, wie aus Abb. 4 ersichtlich (Zuordung der ver- 
schiedenen Extinktionsverlauf e zum Probenmaterial wie bei Abb. 
3), der Zusatz von Peroxid zu Rl des Amylase-Reagenzes zu 
einer raschen Absenkung der vom Hamoglobin-Derivat verursach- 
ten Ausgangsextinktion, so daJS zu Beginn des MeSintervalls 
(Mefipunkt 40) auch bei dem auf 2.000 mg/dl mit DClHb aufge- 
stockten Serum eine Anf angsextinktion von nur ca. 0,3 erreicht 
wird. Analog der AP-Best immung empfiehlt es sich auch hier, 
zur Erfassung einer weiteren Hamoglobin-Ausbleichung im MeS- 
fenster einen separaten Reaktionsansatz mit chromogenf reiem R2 
{= Rl aus dem Grundreagenz) mitzufuhren und bei der Berechnung 
der Amylase-Aktivitat in Korrektur zu bringen (Kurven 1' - 4' 
der Abb . 4 ) . 

2.4.2. Amylase -Wiederf indung : 



In nachfolgender Tabelle sind die Daten zur Amylase-Wieder- 
findung in dem mit unterschiedlichen DClHb-Mengen aufgestock- 
ten Serum- Pool bei Verwendung (a) des herkommlichen Amylase- 
Reagenzes und (b) des gleichen, jedoch mit HjOj in Rl versetz- 
ten Amylase-Reagenzes aufgelistet: 
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Wiederf indung Amylase* 



Proben 
Nr. 


DClHb-Konzen- 
tration 
(mg/dl) 


Reagenz ohne HjOj-Zusatz 


Reagenz 
Zusatz** 


mit HjOj- 






U/1 


% 


U/1 




1 




0 


122 


(100) 


X X ^ 


^ o 


2 




200 


95 


78 


X X H 




3 




400 


79 


65 


120 


96 


4 




600 


84 


69 


117 


96 


5 




800 


76 


62 


115 


94 


6 


1 


.000 


83 


68 


113 


93 


7 


1 


.200 


68 


72 


117 


95 


8 


1 


.400 


86 


71 


114 


93 


9 


1 


.600 


69 


57 


112 


92 


10 


1 


.800 


65 


53 


111 


91 


11 


2 


.000 


- 13 


- 11 


112 


92 



* ) Kalibration der Tests jeweils mit Calibrator for Automa- 
ted Systems, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 759 350 
**>korrigert liber Abzug des kinetischen Leerwerts (Test- 
ansatz mit chromogenf reiem R2) 



Aus der Tabelle ist zu ersehen, daS die Amylase -Wiederf indung 
mit dem herkommlichen Reagenz bei steigender DClHb-Konzentra- 
tion abnimmt und bei 2.000 mg/dl sogar negative Werte er- 
reicht, wahrend sie durch den erf indungsgemafien Peroxid-Zusatz 
immer uber 90 % betragt. 

Im ubrigen gelten die fur die AP-Bestimmung gemachten Aussagen 
analog. 

Beispiel 3: 

Bestimmung der 7-Glutamyl-Transf erase (y-GT) in Hamoglobin- 
derivat-haltigem Serum. 
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Art und Herstellung s. Beispiel 1, Punkt 1.1, 



3.2. Reagenzien : 

3.2.1. 7-GT-Grundreagenz : 

Gamma-GT (Sys 2-Packung, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 1 
489 4 96) ; Zusammensetzung : 

NaOH 7g ^^^^/^ 

Glycylglycin 150 mmol/l 
(pH 7,7) 

R2: L-7-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid 6 mmol/1 Rl 



3.2.2. 7-GT-Reagenz mit Peroxid-Zusatz : 

Wie 3.2.1, nur daS zu Rl noch HjOj auf eine Konzentration von 
147 mmol/l gegeben wird (0,5 ml Perhydrol 30 %ig pro 30 ml 
Rl) ( HjOj-Endkonzentration im Test =» 116 mmol/1) . 



3.3. Durchfuhrung der y-GT-Beatinmung: 



Die 7-GT-Bestimmung vyrurde am Boehringer Mannheim/Hitachi 717- 
Analysenautomat bei 37«>C mit Gerateeinstellungen gemafi der 
Arbeitsvorschrif t der Packungsbeilage durchgefuhrt (15 /xl 
Probe, 250 Ml Rl , 50 ^1 R2; Wellenlangen 660/405 nm; MeSinter- 
vall 30. - 50 MeSpunkt) . 

3.4. Ergebnisae: 



3.4.1. Reaktionskinetik (zeitlicher Extinktionsverlauf ) : 

Abb. 5 zeigt den zeitlichen Extinktionsverlauf im 7-GT-Test 
bei Verwendung des Grundreagenzes (3.2.1) und folgenden Pro- 
ben: 
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Kurve 1 
Kurve 2 
Kurve 3 
Kurve 4 
Kurve 5 
Kurve 6 
Kurve 7 



0,9 % NaCl (= Reagenzleerwert) 
Serum ohne DClHb 
Serum mit 400 mg DClHb/dl 
Serum mit 800 mg DClHb/dl 
Serum mit 1.200 mg DClHb/dl 
Serum mit 1.600 mg DClHb/dl 
Serum mit 2.000 mg DClHb/dl 



Aus Abb. 5 ist zu ersehen, daS schon bei einer DClHb-Konzen- 
tration von 800 mg/dl im herkommlichen y-GT-Test eine Grund- 
extinktion von mehr als 2 erreicht wird, wahrend bei den mit 
DClHb auf mehr als 1.600 mg/dl auf gestockten Proben der Mefibe- 
reich des Photometers iiberschritten wird und somit von vor- 
neherein keine Bestimmung der 7-GT mehr moglich ist. 

Dagegen fiihrt, wie aus Abb. 6 ersichtlich (Zuordnung der Ex- 
tinktionsverlauf e zu den verschiedenen Proben wie bei Abb. 5) , 
die Anwesenheit von Peroxid in Rl des 7-GT-Reagenzes zu einer 
raschen Absenkung der vom Hamoglobin-Derivat verursachten Aus- 
gangsextinktion, so daS zu Beginn des MeSintervalls (Mefipunkt 
30) auch bei dem auf 2.000 mg/dl mit DClHb auf gestockten Serum 
eine Anf angsextinktion von nur knapp mehr als 1 erreicht wird. 

Der dem von der Umsetzung des chromogenen Substrats herruhren- 
den Farbsignal noch unterlagerte weitere Hamoglobin-Ausblei- 
cheffekt lafit sich auch hier, analog Beispielen 1 und 2, in 
einem parallelen Testansatz mit H202-haltigem Rl und mit Rl des 
Grundreagenzes als chromogenf reiem R2 ermitteln (Kurven 1' - 
1' der Abb. 7) und bei der Berechnung fur die 7-GT-Wiederf in- 
dung berucksichtigen. 

2.4.2. 7-GT-Wiederf indung : 

In nachfolgender Tabelle sind die Daten zur y-GT-Wiederf indung 
in dem mit unterschiedlichen DClHb-Mengen auf gestockten Serum- 
Pool bei Verwendung (a) des herkommlichen y-GT-Reagenzes und 
(b) des mit H^O^ in Rl versetzten y-GT-Reagenzes aufgelistet: 
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Wiederf indung y-GT* 


Proben- 


DClHb-Kon- 


Reagenz ohne HjOj- 


Reagenz mit 




Nr. 


zentration 


Zusatz 




^usacz* * 






(mg/dl) 














17/ 1 

U/ X 




U/1 


% 


1 


0 


53 , 3 


(100) 


52,3 


96 


2 


200 


31, 9 


60 


49,6 


93 


3 


400 


17, 0 


32 


48,2 


90 


4 


600 


- 1,7 


- 3 


49,8 


93 


5 


800 


- 9,1 


- 17 


48,5 




6 


1. 000 


- 24, 8 


- 47 


48,1 


90 


7 


1.200 


- 30.0 


- 56 


49,4 


93 


8 


1.400 


- 30,1 


- 56 


51,9 


97 


9 


1.600 


- 9,5 


- 18 


51, 8 


97 


10 


1. 800 


- 10, 4 


- 19 


50,0 


94 


11 


2.000 


- 10,3 


- 19 


50,8 


95 



*) Kalibration der Tests jeweils mit Calibrator for Automa- 
ted Systems, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 759 350 
**)korrigert uber Abzug des kinetischen Leerwerts (Test- 
ansatz mit chromogenf reiem R2) 



Aus der Tabelle ist zu ersehen, daS die 7-GT-Wiederf indung mit 
dem herkommlichen Reagenz mit steigender DClHb-Konzentration 
sehr schnell absinkt und bereits ab 600 mg/dl sogar negative 
Werte annimmt, wahrend sie beim Reagenz mit dem erfindungs- 
gemaSen Peroxid-Zusatz immer & 90 % betragt. 

Beziiglich der Ergebnisse mit dem Hamoglobinderivat der Fa. 
Somatogen, dem Einsatz von Natrium- Perborat anstelle von HjOj 
sowie dem fakultativen Zusatz von Katalase zu R2 gelten im 
iibrigen diefiir die AP-Bestimmung gemachten Angaben analog. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Beseitigung oder/und Verminderung von Sto- 
rungen, die durch Anwesenheit von freiem Hamoglobin her- 
vorgerufen werden, bei der Bestimmung eines Analyten in 
einer Probe durch optische Mas sung, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man dem zur Bestimmung des Analyten verwendeten Rea- 
genz oder einem Teil davon eine oder mehrere peroxidische 
Verbindungen zusetzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man anorganische peroxidische Verbindungen verwendet , 

3 . Verfahren nach Anspruch 2 , 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die peroxidischen Verbindungen ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus HjOj und Perboraten. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi man die optische Messung bei mindestens einer Mefiwel- 
lenlange durchfiihrt, bei der Hamoglobin eine Absorption 
auf weist . 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekexinzeichnet^ 

daS man die optische Messung bei MeSwellenlangen von 380- 
450 nm oder/und 520-590 nm durchf uhrt . 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen Analyten bestimmt, ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus a- Amylase, Alkalischer Phosphatase 
und y-Glutamyl-Transf erase . 
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7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Endkonzentration der peroxidischen Verbindungen 
im Testansatz 1 - 500 mmol/1 bezogen auf den Gehalt an 
Oj^' betragt. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekexmzeichnetr 

dafi die Endkonzentration 5 - 200 mmol/1 betragt. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8, 
dadurch gekexmzeichnet , 

da£ die Einwirkungszeit der peroxidischen Verbindungen 
auf die Probe vor der Messung mindestens 1 Minute be- 
tragt • 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, 
dadurch gekennzeichnet « 

dais die Bestimmung als Mehr-Schritt-Test durchgef iihrt 
wird, wobei der Probe mindestens zwei Teilreagenzien zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten zugesetzt werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekezmzeichnet , 

dafi die peroxidischen Verbindungen mit dem ersten Teil- 
reagenz zugesetzt werden. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-11, 
dadurch gekennzeichnet , 

dais man eine Probe bestimmt, die ein Blutersatzmittel 
enthalt . 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-12, 
dadurch gekezmzeichnet, 

daC die Bestimmung an einer Serum- oder Plasmaprobe 
durchgef iihrt wird. 
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14 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 - 13 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man die Bestimmung in einem Analyseautomaten durch- 
f uhrt . 

15. Verf ahren nach einem der Anspruche 1-14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man das bei der Analytenbestimmung erhaltene Mefisi- 
gnal einer Leerwertkorrektur unterzieht. 

16. Verf ahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekezmzelchnetr 

dafi man vom MeSsignal den kinetischen Leerwert abzieht. 

17. Reagenzienkit zur Bestimmung eines Analyten in einer 
Probe durch optische Messung, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS er neben den zur Analytbestimmung erf orderlichen 
Komponenten mindestens eine peroxidische Verbindung zur 
Beseitigung oder/und Verminderung von Storungen, die 
durch freies Hamoglobin hervorgeruf en werden, enthalt. 

18. Reagenzienkit nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi er aus mindestens zwei raumlich voneinander getrenn- 
ten Teilreagenzien besteht, wobei ein Teilreagenz die 
peroxidische Verbindung und das oder die anderen Teilrea- 
genzien weitere Testkomponenten enthalten, 

19. Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18, zur Bestimmung 
von a-Amylase, umfassend ein erstes Teilreagenz, das eine 
peroxidische Verbindung enthalt, ein zweites Teilreagenz, 
das einen geeigneten Puffer und gegebenenf alls ein a-Amy- 
lase-Hilf senzym oder/und einen Antikorper enthalt, und 
ein wei teres Teilreagenz, das ein chromogenes a-Amyla- 
sesubstrat enthalt. 
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Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18, zur Bestimmung 
von Alkalischer Phosphatase, umfassend ein erstes Teil- 
reagenz, das eine peroxidische Verbindung enthalt, ein 
zweites Teilreagenz, das einen geeigneten Puffer enthalt 
und ein weiteres Teilreagenz, das ein chromogenes Sub- 
strat der Alkalischen Phosphatase enthSlt. 

Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18 zur Bestimmung von 
Y -Glutamyl -Transferase, umfassend ein erstes Teilreagenz, 
das eine peroxidische Verbindung enthalt, ein zweites 
Teilreagenz, das einen geeigneten Puffer enthalt und ein 
weiteres Teilreagenz, das ein chromogenes Substrat der -y- 
Glutamyl -Transferase enthalt. 

Verwendung von peroxidischen Verbindungen zur Beseitigung 
oder/und Verminderung von Storungen, die durch freies 
Hamoglobin hervorgeruf en werden, bei der Bestimmung eines 
Analyten in einer Probe . 
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see page 3, 1 ine 43 - 1 ine 44 

see page 6, 1 Ine 26 - 1 Ine 28 

WO 90 02202 A (CETUS CORP) 8 March 1990 

see claims 1-18.50,57 

see page 4, line 16 - line 30 

see page 5. line 5 - page 6, line 9 

see page 17, line 8 - line 26 

WO 86 07462 A (AMERSHAM INT PLC) 18 

December 1986 

see claims 1 ,5,7-9 

see page 3, line 35 - page 5, line 10 
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"A' document defining the general state of the art which is rM>t 
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'B" eartter documem but published on or after the international 

fiSng date 

V document which may throw doubts on priority daim(8) or 
which is cited to establish the publicationdate of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

T' document pubQshed prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T' later documem published after the international filing date 
or priority date and not m conflict with the application but 
cited to ur\der8tand the princple or theory underlying the 
invention 

'X' document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered rwvet or canrwt be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alorre 

"y" document of particular reievarKe; the claimed invention 

cannot be considered to irrvotve an inventive step when the 
docwnent is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 
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Rout ledge, B 



Foim PCT/iSAAlO (SMond shMt) (JUy %992} 
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WO 9002202 A 


08-03-90 


NONE 




wO 8507462 A 
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EP 0223816 A 


03-06-87 






JP 62502633 T 


08-10-87 


US 4978632 A 


18-12-90 


AT 127922 T 
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CA 1338999 A 
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19-10-95 






OE 68924272 T 
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12-08-91 






EP 0449812 A 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 
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PCT/EP 97/03750 



A. KLASSIFIZI6RUNO0ESANMELD0NGSGEGENSTAN06S , 

IPK 6 C12Q1/40 C12Q1742 C12Q1/00 C12Q1/48 



Nach der Inlemationalen Palemkiasstfikatton ilPK) Oder nacn dor nationat&n Klassitikation und derlPK 



8. RECHERCHIERTE GEBtETE 



Recherchtertar Mindestpriifstort {Klassihkationssystem und KlassifiKationssymbola ) 

IPK 6 C12Q GOIN 



Hechercnterle aber nicht zum Mindestprirfstoftgehdrende Veroffentiichungea soweit aiose untar die recherchieflen Geb»et© laiien 



Wahrend der mternationaten Recherche konsuttierteeleWronische Oatenoank (Name dor Oatenbank und evtl. venwendete Suchbegritle) 



C. ALS WESENUICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezewhnung der VeroffentHchung. soweit erlorderlich umer Angabe der in Betracht kommenden Teiie 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 693 552 A (JOHNSON & JOHNSON CLIN 

DIAG) 24.Januar 1996 

siehe Anspriiche 1,16 

slehe Selte 3, Zeile 43 - Zeile 44 

siehe Seite 6, Zeile 26 - Zeile 28 

MO 90 02202 A (CETUS CORP) B.Mirz 1990 

siehe Anspruche 1-18,50,57 

siehe Seite 4, Zeile 16 - Zeile 30 

siehe Seite 5, Zeile 5 - Seite 6, Zeile 9 

siehe Seite 17, Zeile 8 - Zeile 26 

WO 86 07462 A (AMERSHAM INT PLC) 

18.Dezember 1986 

siehe Anspruche 1,5,7-9 

siehe Seite 3, Zeile 35 - Seite 5, Zeile 

10 
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Weitere Verbttentbchungen »nd der Fortsetzung von FekJ C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilte 



^ Besondere Kategorien von angegabenen Verdtrenttichur>gen 

'A' Verdftemiichung. die den allgemeinen Stand der Technik definieft. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" allflfes Ookument. das jedoch erei am oder nach dam international en 
Anmeldedatum veroftentllcht worden ist 

"L* Verdffentlichung, dte geeignel ist, etnen Priorit&tsanspruch zweifelhan er- 
scheinen zu lasserv oder durch die das Verdrfenttichurtgadatum einer 
anderen im Recherchenbenctit genannien Verdttemiichung t>elegt werden 
sof) Oder die aua etnem anderen besonderen Qrund angegeben ist (wle 
ausgefuhrt) 

'O* Verdffentticnung, die sich auf eine mundUctte Oftenbarung, 

eine Benutzung, eIne Auastellung Oder andere MaBnahmen beziehi 

'P* Veroffentlk^hung. cSe vor dem inlemationalen AnmekSedatum. aber r^ach 
dem beanspnichten PrioritAtsdatum verbflemticW worden iat 



"T" Spatere Verdffentlichung, die r>ach deminterrwtioralen Anmotdedatum 
Oder dem Prioriiatsdatum verdffenllteht worden lat und mS der 
AnmekSung nicht kolttdert. sondem nur zum Verstdndrns des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der thr zugnindeliegenden 
Theorie angeget>en t&t 

'X' Ver6ftentlfchung von besonderer Bedeutung; die beanspojchte Erfindung 
kann altein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
effirxderiecher f dtlgkett benihend betrachtet werden 

"Y" Verbttentllehung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nk:ht ata auf ertinderfscher Tdttg|keit benihend betrachtet 
werdea wenn die Verdtfentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Verdtfentllchungen dieser Kategohe in Vert>indung gebracht wtrd und 
diese Verbmdung fur einen Fachmann nahetiegend ist 
Verdffentlichung, die Mitglied derselbenPatentfamiJie i&t 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intemat .es Aktenzeichtn 

PCT/EP 97/03750 



C.(FoftsetZun9) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 
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